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Ympäristöolosuhteiden muuttuminen, mm. ilmastonmuutoksen vaikutuksesta aiheuttaa eliöille 
muuttumis- ja sopeutumispaineita abioottisten ja bioottisten tekijöiden kautta. Ilmastonmuutokseen 
kuuluva ilmakehän hiilidioksidipitoisuuden (CO2) kasvaminen on kasvilajeille eduksi, sillä kasvit 
käyttävät hiilidioksidia yhteyttämiseen ja omaan kasvuunsa. Vaikka kohonnut hiilidioksidi edistää 
kasvien kasvua, sen pidempiaikaisia vaikutuksia ekosysteemitasolla ei ole tutkittu. Erityisesti 
mahdolliset pieneliöstöön (mikrobit) liittyvät muutokset ovat tuntemattomia. Tutkimuksissa olisi 
hyvä arvioida tietyn elinympäristön kasvilajien välisten vuorovaikutussuhteiden muutoksia tai 
kokonaisten eliöyhteisöjen reagoimista ympäristöolojen muutoksiin.  
 
Pro-gradun tarkoituksena oli selvittää kohotetun hiilidioksidin vaikutusta haavan lehden kolmen 
endofyyttikannan (tässä kokeessa nimetyt A, AA ja Y) penetroitumiseen haavan (Populus tremula) 
lehtien sisälle sekä vertailla koekäsittelyiden vaikutusta hede- ja emikasvien välillä. Kokeessa oli 
kontrolli- ja kolme käsittelyä: kohotettu hiilidioksidi (CO2), endofyyttiymppäys (E), kohotettu 
hiilidioksidi ja endofyyttiymppäys (CO2 & E). Kokeessa käytettiin yhteensä 192 taimea. 
 
Tulosten perusteella endofyyttisienet eivät vaikuttaneet merkitsevästi haapojen kasvuun 
kummallakaan sukupuolella. Tulokset jäivät endofyyttien osilta suppeiksi, sillä endofyyttiymppäys 
epäonnistui osittain koeolosuhteiden vuoksi ja vain muutamista lehdistä saatiin eristettyä 
endofyyttejä. Kohotettu hiilidioksidi lisäsi haapojen pituus- ja tyvikasvua. Merkitsevä ero havaittiin 
myös sukupuolten välillä. Emikasvit keskittyivät enemmän varren kasvattamiseen, kun taas 
hedekasvit panostivat hieman enemmän lehtien kasvattamiseen ja olivat näin ollen 
lehtibiomassaltaan kookkaampia.  
 
Haapojen sukupuolella sekä tietyllä haapakloonilla voi olla tutkittua tietoa suurempi merkitys, 
mitkä haapapopulaatiot tulevat sopeutumaan parhaiten muuttuviin ympäristöoloihin. Kloonien 
alkuperällä havaittiin olevan vaikutusta haapojen kasvuun, siten että Itä-Suomesta kotoisin olevat 
haavan emi-taimet kasvoivat biomassaltaan isommiksi kuin Etelä-Suomesta kootut taimet. 
Koeaineisto oli melko suppea, joten johtopäätöksiä eri alueista kotoisin olevien taimien kasvujen 
välille ei voida tehdä.  
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When there are changes in the environment, for example due to a climate change, all living 
organisms have to adapt to these changes. This adaptation can be caused by biotic or abiotic factors 
and is both direct and indirect. The increase of carbon dioxide (CO2) is favorable for some plant 
species because carbon dioxide is needed for photosynthesis and growth.  Elevated levels of carbon 
dioxide fasten the growth of plants and it is necessary to study its impact on ecosystem level 
interactions. Especially studies of small- and micro-organisms in habitats with elevated carbon 
dioxide and their effect on plants are still quite rare.   
 
Main topic and the focus of this study were carbon dioxide and its effect on endophytes. The 
purpose of research was to find out if three endophyte fungi stands (in this research named as A, 
AA, Y), which prefer warmer living conditions have a close relationship with aspen (Populus 
tremula) and affect to its growth. In the study control (C) and three different treatments were used: 
added endophyte (E), elevated CO2 (CO2) and elevated CO2 & added endophyte (CO2 & E). Both, 
stamen (male) and pistil (female) individuals were used to see if results differ between sexes. Total 
amount of used aspen seedlings were 192. Clones were also taken into account if they react 
differently based on where they come from (Eastern- or Southern Finland).  
 
The results showed that three endophytes didn’t have significant effect on aspen growth in either 
sex. Adding endophytes on the leaves didn’t succeed mostly due to test room unstable conditions. 
When endophytes were isolated we only got a few good cultivations from the leaves. 
 
Aspens grew significantly more in elevated carbon dioxide treatment. Also there was a significant 
difference between sexes in growth. Male clones had bigger biomass but the growth varied a lot 
between individuals. Female had higher diameter growth. Pistil seedlings from Eastern-Finland 
were bigger on their biomass compared to pistil seedling from Southern-Finland. 
 
Thus we can conclude that different aspen clones might have an important role in a changing 
environment allowing specific clones to adapt better than others. The results also showed that the 
sex of individual might have an important role when it comes to growth and maybe even further 
adaption.  
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1 JOHDANTO 
 
Ilmasto-olosuhteet tulevat muuttumaan maailmanlaajuisesti seuraavan vuosisadan aikana ja 
yksi merkittävimmistä muutoksista tulee olemaan maapallon keskilämpötilan nousu, jonka 
ennustetaan nousevan pysyvästi 1,8 ̊ 3,6 ̊C (IPCC 2007). Ilmastonmuutosta ja ilmakehän 
ominaisuuksia on seurattu vuosisatoja (IPCC 2007). Tänä aikana ilmakehän lämpötilan, 
merenpinnan korkeuden sekä ilmakehän kasvihuonekaasujen, kuten hiilidioksidin, metaanin 
(CH4) ja typpidioksidin (NO2) pitoisuuksien kasvu on ollut huomattavaa (IPCC 2013, 
Ilmasto-opas 2015). Kasvihuonekaasuja tutkitaan sekä teoreettisesti, että kokeellisesti eri 
puolilla maapalloa (IPCC 2007, IPCC 2013). Suomessa Ilmatieteenlaitos toimii yhdessä eri 
maiden tutkimusryhmien kanssa ilmakehän kasvihuonekaasujen pitoisuuksien ja muutosten 
mittaamisessa ja arvioimisessa. Muutokset ilmakehän hiilidioksidin määrässä ovat 
merkittäviä; vuonna 1998 Pallas-aseman mittauksissa pitoisuus oli noin 350 ppm, kun vuonna 
2012 pitoisuus oli ollut huipussaan noin 410 ppm (Ilmatieteenlaitos 2013a). 
Hiilidioksidin määrän lisääntyminen ilmakehässä edistää kasvien kasvua 
nettofotosynteesin tehostumisen myötä (Wong 1979, Idso & Idso 2000, Newman ym. 2003, 
McGrath & Lobell 2013). Vaikutukset kasvuun ja biomassan määrän lisääntymiseen 
vaihtelevat eri lajien ja kasvien yhteyttämistavan (C3-, C4- ja CAM-kasvit) ja 
elinympäristöolojen mukaan (Curtis & Wang 1998). Kasvuympäristössä, jossa hiilidioksidia 
on runsaasti tarjolla, kasvua rajoittavaksi tekijäksi voi muodostua typpi (Curtis & Wang 1998, 
Singh & Agrawal 2014) tai esimerkiksi fosfori (Verhoeven ym. 1996, Metla 2012, Ågren ym. 
2012). Ilmastonmuutoksen aiheuttaman lisääntyneen hiilidioksidipitoisuuden vaikutusta 
kasvien kanssa vuorovaikutussuhteessa toimiviin mikrobeihin on vielä toistaiseksi tutkittu 
vähän. Erityisesti endofyyttisiin sieniin kohdistunutta tutkimustietoa ei ole vielä paljon 
saatavilla (Lappalainen & Yli-Mattila 1999, Pirttilä & Frank 2011). Mikrobien on havaittu 
reagoivan isäntäkasvissaan ympäristön muutoksiin, kuten kuivuuteen, lämpötilan 
kohoamiseen ja kohonneeseen ilman hiilidioksidipitoisuuteen ja jopa parantamaan 
isäntäkasvin abioottisten stressitekijöiden sietokykyä (Compant ym. 2010a). 
Haapa on merkittävä metsiemme pioneeri- ja talouspuulaji, jonka pinnalla ja sisällä elää 
runsaasti eliöitä, kuten bakteereita, sieniä ja hyönteisiä (Väre & Kiuru 2013). Myös mikrobien 
ja kasvien väliset vuorovaikutussuhteet ovat nousseet paremmin esille, sillä mikrobien on 
todettu vaikuttavan laajasti esimerkiksi kasvien kasvuun ja metaboliaan (Clay 1988, 
Moubarak ym. 1993, Carrillo ym. 2014). Useat mikrobit ovat kasvitautien aiheuttajia, mutta 
ne voivat myös parantaa kasvien puolustautumista taudinaiheuttajia ja kasvinsyöjiä vastaan 
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(Yue ym. 2000).  Elinympäristöjen muuttuminen aiheuttaa muutospaineita kaikille eliöille ja 
näiden muutosten ennustaminen on tärkeää luonnon toiminnan ymmärtämiselle, 
monimuotoisuuden säilyttämiselle ja sille, että meillä olisi turvattu tulevaisuuden metsät niin 
virkistys, kuin taloudellistakin käyttöä varten. 
2 HAAPA 
 
Metsähaapa (P. tremula) on kaksikotinen lehtipuulaji, jota esiintyy yleisesti koko Suomessa ja 
Skandinaviassa (Väre & Kiuru 2013). Haapoja esiintyy runsaimmin eteläisimmässä Suomessa 
harvinaistuen pohjoista kohden. Haapa on nopeakasvuinen, 5-25 metriä korkeaksi kasvava 
metsien pioneerilaji, jota esiintyy erityisesti lehdoissa, kangasmetsissä ja metsänreunoissa 
(MMM 2011, Väre & Kiuru 2013), mutta jota voi paikoin esiintyä myös jyrkänteillä ja 
rinteillä. Haavat kasvavat suorarunkoisesti, niiden kuori on sileä ja harmahtava, värin välillä 
taittaen kellanvihreään tai vihreänharmaaseen. Vanhemmilla puilla tyvikaarna muuttuu usein 
uurteiseksi. Haavan lehdet ovat myös lajille ominaiset, hieman pyöreät. Niiden lehtiruoti on 
pitkä ja litistynyt, josta aiheutuu tuulisella säällä lehtien havina, josta laji on kenties saanut 
suomalaisen nimensä (Väre & Kiuru 2013).  
Metsähaapa kuuluu pajukasvien Salicaceae-heimoon ja poppeli-sukuun (Populus). 
Metsähaapa on ainoa alkuperäinen poppelilaji, jota tavataan Suomessa (Väre & Kiuru 2013, 
Mossberg ym. 2012). Haapa kykenee lisääntymään nopeasti sekä suvullisesti että 
suvuttomasti juurivesojensa välityksellä (Campbell ym. 2008). Suvuttomat, läheisesti 
kasvavat juuriversopopulaatiot erottaa hyvin syksyisin, jolloin ne vaihtavat ruskavärinsä 
samaan aikaan.  
Haapa on useiden eliöiden tärkeä avainlaji sekä metsien ja luonnon monipuolisuutta 
lisäävä puulaji. Sen kuoren ja lehtikarikkeen happamuus ei ole yhtä korkea kuin esimerkiksi 
havupuilla (MMM 2011), jonka vuoksi siinä esiintyy harvinaisempia ja vaateliaimpia jäkälä- 
ja sammallajeja (Väre & Kiuru 2013). Samasta ominaisuudesta hyötyvät edellä mainittujen 
kasvilajien lisäksi kaarnaisella juurella elävät sulkukotilot (Clausiliidae). Lisäksi Väre & 
Kiuru (2013) kertovat, että haavan latvus ja runko pystyvät vähentämään niitä pitkin valuvan 
sadeveden happamuutta. Tämä voi osaltaan vaikuttaa maaperän eliöiden stressivasteen 
alenemiseen, kun happamampi vesi ei pääse vaikuttamaan maaperän ominaisuuksiin (Bååth & 
Södeström 1979, Pennanen ym. 1999, Ramírez-Rodríguez ym. 2005). Monimuotoisuutta 
lisäävät myös haapayksilöiden ja metsän ikä, sillä osa eliölajeista viihtyy paremmin 
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vanhemmassa, suojaisemmassa ja varjoisassa metsässä. Toisaalta muut lajit, kuten 
esimerkiksi sarvijäärät (Cerembycidae) ja jalokuoriaiset (Bubrestidae) viihtyvät hyvin 
hakkuuaukeiden keskelle jätetyissä haavoissa (Väre & Kiuru 2013). Myös muut hyönteiset, 
kuten metsäampiainen (Dolichovespula sylvestris) ja viherlehtiäinen (Rhogogaster 
chlorosoma) hyödyntävät haapoja pesänrakennuksessa ja käyttävät niitä myös ravintonaan 
(Heliövaara & Mannerkoski 2009). 
Happamuuden ja nopeakasvuisuuden lisäksi haapojen puuaines on suhteellisen kevyttä ja 
huokoista, mikä voi osaltaan vaikuttaa siihen että haavat ovat hyvin alttiita bioottisille 
tekijöille, kuten erilaisille lahottajasienille ja hyönteisille (Jalava 1952, Wagenfur & Schreiber 
1974, Ekström 1989 Heräjärvi & Junkkonen 2004 mukaan). Lisäksi haavat alkavat usein 
onttoutua sisältäpäin, vaikka runko jatkaisikin kasvua (MMM 2011). Lahoavuutensa vuoksi 
haapa ei ole yhtä luotettava talouspuulaji Suomessa, kuin mänty ja koivu (Kärkkäinen 1987, 
Heräjärvi & Junkkonen 2004). Huokoisuutensa puolesta se sopii myös hyvin pesäpuuksi 
linnuille ja muille kolopesijöille, sekä kovakuoriaisille (Coleoptera) (Mali 1980 Matilainen 
2006 mukaan).  
 
 Ilmakehän korkea hiilidioksidipitoisuus ja haapatutkimus 2.1
 
Ilmakehän lisääntyvän hiilidioksidin vaikutuksen tutkiminen metsähaavoilla on tärkeää 
metsien monimuotoisuuden säilyttämisen ja metsärakenteiden muuttumisen tutkimisen vuoksi 
(Matilainen 2006). Haapalajeja löytyy viisi pohjoiselta pallonpuoliskolta (P. tremula, P. 
sieboldiana, P. adenopoda, P. tremuloides ja P. grandidenta), joka lisää puulajin arvokkuutta 
tutkittavana lajina. Erityisesti lauhkeiden metsävyöhykkeiden ja tundra-alueen lajiston 
muuttuminen on jo alkanut eteläisemmän lajiston leviämisensä pohjoisemmille alueille 
(Matilainen 2006, Anon. 2015).   
Ilmakehän hiilidioksidin on arveltu jatkavan kohoamista ja saavuttavan 660 ppm 
pitoisuuden ennen vuoden 2100 alkua (Houghton ym. 2001). Ilmakehän lisääntyneen 
hiilidioksidin on havaittu tehostavan varsinkin C3-kasvien yhteyttämistä ja sen vaikutusten on 
havaittu kestävän kauemmin kuin yksi tai kaksi kasvukautta (Marissink ym. 2002). 
Kohonneen hiilidioksidin vaikutusta on tutkittu amerikanhaavoilla (P. tremuloides) (Wang 
ja Curtis 2001, Curtis ym. 2000). Wangin ja Curtisin (2001) tutkimuksessa selvitettiin, kuinka 
hiilidioksidipitoisuuden kohottaminen ja typpilannoitus vaikuttavat amerikanhaapojen eri 
sukupuolten kasvuun ja fysiologiaan; hiilidioksidin varastointiin, sokerien tuotantoon ja 
fotosynteesiin. Kokeessa käytettiin nuoria taimia, joiden käyttö tutkimuksissa on hyvin yleistä 
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(Wang ja Curtis 2001).  Nuoremmilla kasveilla kasvu on nopeampaa ja muutokset 
havaittavissa helpommin, kuin jo lisääntymisiän saavuttaneilla yksilöillä. Wang ja Curtis 
(2001) huomasivat kokonaisbiomassojen lisääntyneen hedekasveilla 58–66 % ja emikasveilla 
22–70 % kohotetussa hiilidioksidialtistuksessa (kontrolli 370 µmol mol-l ja kohotettu 730 
µmol mol
-l
), mutta tulokset eivät eronneet merkitsevästi sukupuolten välillä. Bourdeau (1958) 
on puolestaan havainnut tutkimuksessaan emikasvien tehostavan fotosynteesiä hedekasveihin 
verrattuna, mutta lehtien pinta-ala ja biomassa eivät eronneet merkitsevästi sukupuolten 
välillä. Fotosynteesin tehokkuuden lisäksi varren säteen kasvu todettiin olevan emikasveilla 
vähäisempää. Tutkimuksen kasveja lannoitettiin ja hiilidioksidin ja typpilannoituksen 
havaittiin lisäävän merkitsevästi haapojen kasvua. Tuloksista ei kuitenkaan käynyt ilmi, oliko 
toinen käsittelyistä voimakkaampi kasvua nopeuttava tekijä (Bourdeau 1958). Sukupuolella 
voi olla tunnettua suurempi vaikutus metsäpopulaatioiden muodostumisessa, sillä vielä 
toistaiseksi tutkimuksissa on otettu huomioon hyvin vähän sukupuolten välillä vallitsevia 
muun muassa kasvullisia eroja, jotka voivat vaikuttaa yksilöiden ja populaatioiden 
selviytymiseen muuttuvissa ympäristöolosuhteissa.  
3 ENDOFYYTTISET SIENET 
 
Kasvien pinnoilla elää erilaisia sieniä, epifyyttejä niin lehtien, kuin varren päällä sekä 
juurissa, joista on tutkittu erityisesti kasvien sienijuurta, mykorritsaa (Timonen & Valkonen 
2013). Sen sijaan kasvien sisällä eläviä endofyyttisiä sieniä, on alettu tutkimaan enemmän 
viimeisten vuosikymmenten aikana ja menetelmiä kehitetty endofyyttisienille sopiviksi 
(Santamaria & Diez 2005, Sieber 2007, Albrectsen ym. 2010, Pirttilä & Frank 2011).  
Endofyyttiset sienet poikkeavat ektofyyttisistä sienistä ja sienijuuresta siten, että ne elävät 
ainakin jossain elämänkierron vaiheessa kasvien sisällä aiheuttamatta näkyviä oireita kasville 
(Wilson ym. 1995 Albrectsen ym. 2010 mukaan). Sienet kuuluvat aitotumallisiin 
(eukaryootit) eliöihin ja muodostavat oman sienet-eliökunnan. Ne on jaettu useisiin kaariin, 
joiden alkuperäinen luokittelu on muuttunut ja osa sienikaarista on poistettu niin kutsutuista 
aidoista sienistä (Moore ym. 2011, Timonen & Valkonen 2013). Aitosienten luokituksesta 
poistetut, epäaidot sienet kuuluvat pseudosieniin (Pseudomycota). Näitä ovat munasienet 
(Oomycetes: Achlya, Phytophtora, Pythium), limasienet (Mycetozoa), möhösienet 
(Plasmodiophoromycota) ja alkueliöihinkin luokitellut Hyphochytriomycotes – sienet. 
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Pseudosienet muistuttavat kuitenkin morfologialtaan varsinaisia sieniä (Moore ym. 2011, 
Timonen & Valkonen 2013).  
Muut varsinaisiksi sieniksi luokitellut lajiryhmät kuuluvat aitosieniin eli Eumycota – 
sieniin ja ne on jaettu pseudosienten lailla kaariin, joita ovat piiskasiimasienet 
(Chytridiomycota), pötsisienet (Neocallimastigomycota), itusienet (Blastocladiomycota), 
harppuunasienet (Microsporidia), keräsienet (Glomeromycota), kotelosienet (Ascomycota) ja 
kantasienet (Basidiomycota) (Kubicek & Druzhinina 2007, Moore ym. 2011, Timonen & 
Valtonen 2013) (kuva 1). 
Kotelo- ja kantasieniä pidetään kehittyneimpinä aitosieninä ja ne muodostavat yhdessä 
Dikarya-sieniryhmän, jonka sienille on ominaista kaksitumavaihe jossakin sienen elinkierron 
vaiheessa. Kaksitumavaihe on sienen elinkierron vaihe, jossa jokaisessa sienen solussa on 
kaksi haploidista tumaa (Timonen & Valkonen 2013). 
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Kuva 1. Sienten sukupuu karkeasti esitettynä, jossa nykyisin sieniksi luokitellut sienikaaret: 
harppuunasienet (Microsporidia), itusienet (Blastocladiomycota), pötsisienet 
(Neocallimastigomycota), piiskasiimasienet (Chytridiomycota), keräsienet (Glomeromycota), 
kotelosienet (Ascomycota) ja kantasienet (Basidiomycota) (Myllys 2013). 
 
Zygomycota, eli yhtymäsienet luokiteltiin aikaisemmin omaan kaareensa, mutta 
fylogenisten tutkimusten mukaan se on polyfyleettinen ryhmä. Puiden kanssa elävät 
endofyyttisienet kuuluvat useimmiten kotelosieniin, mutta niitä esiintyy jonkin verran myös 
kantasienissä (Rungjindamai ym. 2008, Rodriguez ym. 2008). Aikaisemmin endofyyttisiin 
sieniin on luokiteltu myös sienenkaltaisia eliöitä, kuten aiemmin mainitut munasienet ja 
lisäksi ryhmään kuuluvat vaillinaissienet (Deuteromycotina) (Saikkonen ym. 1998).  
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Lisäksi on löydetty sienijuurta muistuttavia tummaseinäisiä sieniä kasvien juurista (dark 
septate endophytes, DSE) (Mandyam & Jumpponen 2005 Timonen & Valkonen 2013 
mukaan). Näiden on havaittu olevan väliseiniltään tummia endofyyttisiä sieniä, joiden 
uskotaan olevan yhtä yleisiä kuin tutummat mykorritsa-sienijuuret. Tummaseinäisiä 
endofyyttisieniä on löydetty erilaisista ympäristöistä, tropiikista arktiseen ympäristöön, mutta 
niiden ekologinen merkitys on vielä osin tuntematon. Niiden oletetaan kuitenkin toimivan 
sienijuuren tavoin vaikuttamalla esimerkiksi juurta ympäröivään alueeseen ja kasvin 
ravinteidenottoon oman toimintansa kautta (Mandyam & Jumpponen 2005 Timonen & 
Valkonen 2013 mukaan). 
 
 Endofyyttisten sienten luokittelu 3.1
 
Endofyyttisienet voidaan luokitella sienikaaren tai niiden isäntäkasvien mukaan. Yksi 
käytetyimmistä tavoista on jakaa endofyyttisienet isäntäkasvityyppinsä mukaan kahteen 
ryhmään (Rodriguez ym. 2009): ruohovartisissa kasveissa asustaviin (clavicipitalean) ja ei-
ruohovartisissa (esim. puuvartiset) kasveissa asustaviin (non-clavicipitalean) sienilajeihin. 
Ruohovartisten kasvien tutkituimmat endofyyttisienilajit kuuluvat käämiköihin Epichloë 
(Neotyphodium) (Timonen & Valkonen 2013). 
Ruohovartisissa kasveissa asustavat lajit muodostuvat lähes yksinomaan symbioottisia 
vuorovaikutussuhteita elävistä lajeista, kolonisoiden järjestelmällisesti koko kasvin juuria 
lukuun ottamatta. Useimmat näiden lajien endofyyteistä leviävät vertikaalisesti eli siementen 
välityksellä seuraavan sukupolven kasviyksilöihin. Jotkin lajit voivat parantaa isäntäkasvin 
puolustautumiskykyä kasvissyöjiä vastaan muodostamalla alkaloideja ja lisäämällä 
isäntäkasvin kasvua aineenvaihduntansa muilla tuotteilla (Clay 1990 Sieber 2007 mukaan). 
Juuressa esiintyvät sienilajit erotetaan endofyyteiksi sen perusteella, että niitä voidaan 
löytää kasvin juuren muistakin osista, kun taas mykorritsa-juuri kasvaa pääasiassa ei-
puumaisissa juurissa, solujen sisälle tunkeutumatta (Pirttilä & Frank 2011). 
 
 Puuvartiset isäntäkasvit ja niiden endofyyttiset sienet 3.2
 
Puiden ensimmäiset endofyyttilöydöt sijoittuvat 1970- ja 1980-luvuille, mutta 1990-luvun 
jälkeen puiden ja niissä esiintyvien endofyyttisienten tutkimus on lisääntynyt (Dobranic ym. 
1995 Suryanarayanan 1998 mukaan, Lappalainen & Yli-Mattila 1999, Faeth 2002). Löytöjä 
on tehty erityisesti seuraavista puuheimoista: koivukasvit (Betulaceae), pyökkikasvit 
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(Fagaceae), sypressikasvit (Cupressaceae) ja mäntykasvit (Pinaceae). Vaikka 
endofyyttilajisto puulajien kesken on suuri, niiden kolonisaatio samassa puulajissa riippuu 
puissa olevista läheisistä endofyyttilajeista. Sukulaisendofyyttien lukumäärä vähenee yhdessä 
niiden isäntänä toimivien sukulais-puiden kanssa. Suurimpia eroja lajien välillä löytyy 
yleensä koppi- ja paljassiemenisten väliltä (Sieber 2007). 
Joillakin lajeilla endofyyttikannat koostuvat pääasiassa tunnistetuista patogeenisista 
sienilajeista, jotka eivät välttämättä aiheuta oireita isäntäkasvilleen. Oireeton yhdessä 
eläminen viittaa pitkään kehityshistoriaan (Schneider ym. 2004). Mikäli oireettomana 
isäntäkasvissaan elävä endofyyttilaji siirrostettaisiin toiseen kasvilajiin, joka ei ole sen 
varsinainen isäntälaji, kasvin puolustautuminen endofyytin patogeenisiä tekijöitä, esim. 
toksiineja vastaan ei ole kehittynyt ko. lajille sopivaksi ja on siten alttiimpi erilaisille 
patogeenin aiheuttamille oireille (Sieber 2007). Useat endofyyttiset sienet voivat olla 
latentteja parasiitteja ja elävät isäntäkasvissa oireettomasti, mutta ilmenevät muissa 
kasvilajeissa patogeenisessä muodossa (Carrol 1988, Fisher ym. 1992 ).  
Endofyyttisten sienten vuorovaikutussuhteista kasvien kanssa on kiistelty paljon. Niiden on 
havaittu toimivan niin symbioosissa kasvien kanssa, kuin myös elävän jossain elinkierron 
vaiheessaan latenttina parasiittina ennen isäntäkasvin infektoimista (Carrol 1988, Clay & 
Holah 1999) tai toimivan jopa apuna kasvien puolustautumisessa (Sieber 2007). Latentteja 
parasiitteja on tunnistettu puulajeista esimerkiksi männyillä ja muilla havupuilla (Smith 
ym.1996, Pirttilä 2011). Eräs tauteja aiheuttava kotelosieni, Diplodia pinea voi elää pitkään 
isäntäkasvissa aiheuttamatta näkyviä oireita ja infektoida isäntäkasvinsa vuosien jälkeen 
(Smith ym. 1996, Sinclair ym. 1987 Lilja ym. 2013 mukaan). 
Endofyyttisienet ovat edesauttaneet joillain ruoho- (Achnatherum robustum/Stipa robusta – 
höyhenheiniin kuuluva laji, sleepy grass) ja puuvartisilla kasveilla (Theobroma cacao – 
kaakaopuu) isäntäänsä puolustautumisessa kasvinsyöjiä vastaan muodostamalla toksiineja eli 
myrkkyjä, jotka voivat olla isompina annoksina haitallisia kasvinsyöjille tai voivat tehdä 
kasvista epämieluisan makuisia (Faeth 2002, Arnold ym. 2003, Campbell ym. 2008). Lisäksi 
on havaittu, että jotkut endofyyttien tuottamat aineet lisäävät isäntäkasvin kykyä sietää 
kuumuutta, kuivuutta ja raskasmetallialtistusta (Saikkonen ym. 1998).  
Metsäpuut muodostavat symbioottisia vuorovaikutussuhteita endofyyttisten sienten kanssa, 
siten että sienet elävät terveiden solukkojen sisällä uinuvina mikrothalluksina eli sekovarsina 
(Saikkonen ym. 1998, Schulz & Boyle 2005). Nykytiedon mukaan kaikki lauhkeiden 
kasvillisuusvyöhykkeiden puut toimivat isäntinä endofyyteille (Sieber 2007). 
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Endofyyttisienten lajimäärä vaihtelee isännittäin ja yhdessä puussa voi elää yli sata lajia, 
joista vain murto-osa on spesifejä isäntälajilleen (Schneider ym. 2004). 
Parhaiten koppisiemenisissä kasveissa (Magnoliophytina) viihtyvät munasienten 
Diaporthalean-alakaareen kuuluvat lajit, joita ei luokitella sieniin, vaan sienenkaltaisiin 
eliöihin (Crous ym. 2012). Paljassiemenisissä, pienilehtisissä kasveissa (Magnoliophyta) 
puolestaan kotelosieniin kuuluvan Helotiales-lahkon lajit viihtyvät hyvin (Crous ym. 2012). 
Isolehtisissä puissa, kuten vaahteroissa ja koivuissa elävät endofyytit kuuluvat useimmiten 
kotelosienten Diaporthales-sienilahkoon (Sieber 2007, Timonen & Valkonen 2013, Terhonen 
ym. 2014). 
Siemenkasvit erottuivat omiksi kehityskaarikseen siluurikaudella n. 440 miljoonaa vuotta 
sitten (Terävä & Kanervo 2008, Timonen & Valkonen 2013). Kotelo- ja kantasienten kaaret 
erosivat puolestaan paljon aikaisemmin paleotsooisen kauden lopussa, kambrikaudella n. 490 
miljoonaa vuotta sitten (Lunkka & Timonen 2013). Siluurikaudelta on löytynyt sieniksi 
tunnistettuja väliseinällisiä mikrofossiileja, joilla oli haarautuvia sienirihmoja. 
Mikrofossiileista on tunnistettu monisoluisia kuromaitiöitä, joiden on todettu muistuttavan 
nykyisiä kotelosienten suvuttomia vaiheita. Diaporthalean- ja Helotiales – sienilahkojen on 
arveltu eronneen toisistaan noin 300 miljoonaa vuotta sitten ja kehittyneen samanaikaisesti 
siemenkasvien kanssa (Schulz ym. 1993, Sieber 2007). Samanaikainen kehittyminen voi 
viitata siihen, että edellä mainittujen sienilahkojen esi-isät ovat eläneet 
vuorovaikutussuhteessa paljas- ja myöhemmin myös koppisiemenisten esi-isäkasvien kanssa 
jo kivihiilikaudesta saakka (Lunkka & Timonen 2013). 
Yhteinen kehityshistoria kasvien kanssa tukee ajatusta, että sienet ja kasvit ovat voineet 
sopeutua elämään tietyn isäntäkasvinsa tai kasvityypin kanssa niin, etteivät ne aiheuta haittaa 
toisilleen, vaan voivat pikemminkin hyötyä läheisestä vuorovaikutussuhteesta. Kuitenkin 
täytyy muistaa, että osa endofyyteistä on opportunisteja, jotka voivat aiheuttaa infektioita 
isäntäkasvilleen esimerkiksi ympäristön tilan muutoksen vaikutuksesta (Carrol 1988, Smith 
ym. 1996, Schulz & Boyle 2005). Abioottiset tekijät kuten, tuuli, ukkosmyrsky ja raekuurot 
voivat rikkoa kasvin solukoita ja pintarakenteita heikentäen siten kasvin puolustusta (Jenks & 
Hasegawa 2005). Isäntäkasvin heiketessä kasvin sisälle tunkeutunut tai siellä lepotilassa 
elänyt sieni reagoi elinympäristössään tapahtuneeseen muutokseen ja voi aiheuttaa 
patogeenisen vasteen kasvissa (Carrol 1988, Schulz & Boyle 2005). Myös erilaiset mikrobit, 
kuten virukset (mykovirukset) ja bakteerit voivat aiheuttaa infektioita isäntäkasvilleen 
(Pirozynski ja Hawksworth 1988 Schulz ym. mukaan 1993). Näiden lisäksi endofyyttisillä 
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sienillä on omia bakteereja ja viruksia, jotka voivat olla taudinaiheuttajia sienten 
isäntäkasveille tai sienille (Bao & Roossinck 2013, Metla 2013 ja 2014).  
 
 Sienien leviäminen kasveihin ja kasvisoluihin tunkeutuminen 3.3
 
Voidakseen elää kasvin sisällä, endofyyttisten sienten täytyy ensin tunkeutua kasvisolujen 
sisälle. Sienet voivat levitä itiöiden avulla eli horisontaalisesti tai siementen välityksellä eli 
vertikaalisesti (kuva 2). Vertikaalinen leviäminen tapahtuu suoraan isäntäkasvista seuraavaan 
kasvisukupolveen (Saikkonen 2007 Timonen & Valkonen 2013 mukaan). Ruohovartisissa 
kasveissa leviäminen tapahtuu pääosin vertikaalisesti ja puuvartisissa kasveissa 
horisontaalisesti (Sieber 2007).  
 
Kuva 2. Endofyyttisienten leviäminen siementen tai muiden kasvullisten osien, kuten 
maavarsien avulla (vertikaalisesti) ja/tai itiöiden välityksellä (horisontaalisesti). Sienten 
leviämistä tapahtuu mahdollisesti puusta maahan irronneiden osien mukana (karike). Lisäksi 
voi olla mahdollista, että juurten endofyyttisienet (DSE) voivat levitä haavan juurivesojen 
välityksellä. 
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Devarajan ja Suryanarayanan (2006) mukaan endofyyttisten sienten leviämistä voi tapahtua 
myös lehti- ja puuosia ravintona käyttävien hyönteisten välityksellä, jolloin sieni kulkeutuu 
hyönteisen kautta kasvin sisälle hyönteisen syödessä kasvia ja rikkoessa pintasolukkoa. 
Kuitenkin useimmat endofyyttisienet muodostavat itiöiden leviämisen ja itämisen jälkeen 
entsyymisekoituksen, jonka avulla ne pehmentävät kasvin soluseinän kutikulaa ja pintasoluja 
(Sieber ym. 1991), joka mahdollistaa sienen tunkeutumisen kasvisolujen sisälle 
erikoisrakenteisella, nauhan-kaltaisella sienirihmalla eli niin kutsutulla nuijamaisella 
appressoriumilla. Sieni voi täten käyttää mekaanista voimaa penetroitumisen apuna. 
Tunkeutumisen jälkeen endofyytti saavuttaa yleensä hiljaisen eli latentin tilan (Sieber ym. 
1991, Schulz ym. 2002), ja voi elää useita vuosia aiheuttamatta infektiota isäntäkasvilleen. 
Sienillä voi olla elinkierrossaan myös ensin epifyyttinen vaihe kasvisolujen ulkopuolella, 
jolloin ne elävät aikansa kasvin pinnalla ennen tunkeutumista solujen sisälle. Kasvin sisälle 
tunkeutumisen eli penetroitumisen jälkeen endofyyttisieni voi asuttaa alkuun pienen alueen 
tunkeutumatta muihin soluihin ja kasvinosiin (Ernst ym. 2003). Joskus yhdessä lehdessä voi 
esiintyä useita eri endofyyttilajeja, joista jokainen on asuttanut oman alueen leviämättä 
muualle lehteen (Schneider ym. 2004, Sieber 2007). Lisäksi kasvissa voi sijaita myös useita 
paikallisia infektoituja alueita. Koko kasviin levittäytyessä puhutaan systemaattisesta 
leviämisestä (Saikkonen ym. 2005). Sienten yleisyyteen ja leviämiseen vaikuttavat 
ympäristöolosuhteet, sillä sienten kasvua edesauttavat kosteat olosuhteet ja siementen 
leviämistä tuuli (Schulz ym. 2002, Rodriguez ym. 2008). Ympäristötekijöiden lisäksi sienten 
menestymiseen ja leviämiseen vaikuttavat alueen kasvillisuus, lajikoostumus ja tiheys (Schulz 
ym. 2002, Rodriguez ym. 2008, Pirttilä & Frank 2011). 
Endofyyttien järjestäytyminen kasvin sisällä vaihtelee, riippuen mihin kasvin osaan ne ovat 
tunkeutuneet. Useita erilaisia kolonisointi-, eli leviämis- ja asettautumistyyppejä on havaittu: 
solunsisäistä rajoittuen yhteen soluun, solunsisäistä ja paikallistunutta tiettyyn alueeseen, 
esimerkiksi lehtiin, solun sisäistä ja ulkoista systemaattista kolonisointia, sekä tiettyyn 
solukkotyyppiin keskittynyttä (Schulz & Boyle 2005, Saikkonen 2005, Sun ym. 2012). 
Varren kolonisointi on yleensä joko solunsisäistä ja yksittäisiin soluihin kohdistunutta tai 
solunsisäistä, mutta paikallistunutta (Saikkonen ym. 2010 Timonen & Valkonen 2013 
mukaan). Endofyytit sijoittuvat kasvinosiin ja solutyyppeihin sekä laadullisesti että 
määrällisesti eri tavalla (Arnold 2007). Suotuisissa oloissa endofyytit leviävät nopeammin 
uusiin kasvinosiin, kuten lehtiin ja loppukesästä lehdissä onkin usein runsas endofyyttiyhteisö 
(Arnold 2007, Saikkonen ym. 2010 Timonen & Valkonen 2013 mukaan). Juurissa endofyytit 
leviävät useammin laajemmalle alueelle soluvälitilaan ja solujen sisälle. Varressa ja juurissa 
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esiintyvillä endofyyteillä on kehittynyt erikoistuneita rakenteita ravinteiden tuottoon ja 
vaihtoon (Arnold 2007, Timonen & Valkonen 2013). 
 
3.3.1 Horisontaalinen leviäminen 
 
Sienten leviäminen horisontaalisesti tapahtuu itiöiden avulla. Leviäminen tapahtuu yleensä 
tuulen, sadeveden, pisaroiden roiskeiden tai hyönteisten avulla kasviyksilöstä toiseen (Arnold 
2007 Timonen & Valkonen mukaan 2013). Joillakin sienilajeilla voi olla epifyyttivaihe kasvin 
pinnalla ennen tunkeutumista kasvin sisälle. 
 
3.3.2 Vertikaalinen leviäminen 
 
Vertikaalisesti leviävät systeemiset endofyyttisienet saattavat kasvaa lajista riippuen 
haploidisena rihmastona levittäytyen solukkoihin (Ernst ym. 2003, Stone ym. 2004, 
Rodrigues ym. 2009). Tällöin ne pyrkivät levittäytymään siemeniin ja siten leviämään 
seuraavaan kasvisukupolveen. Vertikaalista leviämistä voi tapahtua siementen (Hartley & 
Gange 2009) lisäksi muiden kasvullisten osien välityksellä, kuten mukuloissa ja maavarsissa 
(Stone ym. 2004, Rodrigues ym. 2009). 
4 HAAPOJEN JA ENDOFYYTTISTEN SIENTEN VÄLISTEN VUOROVAIKUTUSSUHTEIDEN 
TUTKIMINEN 
 
Endofyyttisten sienten ja metsähaavan välistä vuorovaikutussuhdetta on tutkittu vähän, mutta 
muun muassa muutamia haavoissa tauteja aiheuttavia tai väli-isäntänä esiintyviä sienilajeja on 
tunnistettu (Kasanen 2001).  Tärkeimpiä haapojen tautienaiheuttajia ovat mustaversotauti, 
Venturia tremulae, (Kasanen ym. 2001), Neofabraea populi (Ito ym.1969 ja Roll-Hansen & 
Roll-Hansen 1969 Kasanen 2001 mukaan), joka aiheuttaa koroja runkoihin ja voi tappaa 
varsinkin tiheistä vesakoista hybridihaapoja (Kasanen ym. 2002), haavanroso, Hypoxylon 
mammatum (Entoleuca mammata)(Hubbes 1964, Manion & Griffin 1986, Kasanen 2001), 
aikaansaa myös koroja, mutta esiintyy yleisemmin vanhemmissa ja kookkaammissa haavoissa 
(Kasanen 2001). Mustaversotauti on melko yleinen haavoilla ja infektiokohdat ovat helposti 
tunnistettavissa niiden värjäytyessä mustiksi (Kasanen 2001 ja Kasanen ym. 2001). 
Kasanen ym. (2004) tutkivat sienen populaatiogenetiikkaa ja huomasivat, että 
pohjoiseurooppalainen V. tremulae kanta ei poikkea merkitsevästi populaatiorakenteeltaan, 
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mikä osoittaa että eri populaatioiden välillä voi olla vilkastakin geenivirtaa. Sienten 
leviämistehokkuuden ja evolutiivisen potentiaalin vuoksi haapojen taudinkestävyysjalostus on 
tärkeää työtä taudinkestävien kantojen aikaansaamiseksi (Kasanen ym. 2004). Sienet ovat 
suhteellisen lyhyen elinkiertonsa kautta evolutiivisesti nopeasti kehittyviä ja onnistuvat siksi 
leviämään ja infektoimaan isäntäkasvejaan tehokkaasti (Kasanen ym. 2004). Kaikki lajit, 
eivät kuitenkaan ole vielä kyenneet sairastuttamaan uusia lajeja, esimerkiksi N. populin 
aiheuttamia koroja ei ole havaittu suomalaisilta metsähaavoilta, mutta hybridihaapoja se 
kykenee infektoimaan, ja sitä on myös löydetty Japanin haavoilta (Ito ym.1969 Kasanen 2001 
mukaan, Kasanen 2001).  Metsähaavoilla havaitut korot ovat mahdollisesti haavanroson (H. 
mammatumin) aiheuttamia, mutta on mahdollista että ne ovat muidenkin sienien aiheuttamia 
(Kasanen 2001). Haavanroso on toistaiseksi vielä harvinainen Suomessa, mutta se on 
aiheuttanut mittavia epidemioita Kanadan haavoilla muun muassa Pohjois-Amerikassa ja 
Manner-Euroopassa. Koroja aiheuttavien sienitautien arvellaan infektoivan haapoja erityisesti 
mekaanisen vaurion kautta esimerkiksi haavan rungosta. Muita mahdollisia suomalaisia 
haapoja infektoivia lajeja on Ruotsissakin esiintyvä Parkerella populi, joka on aiheuttanut 
mittavia tuhoja Pohjois-Amerikassa (Enebak ym. 1996, Kasanen 2001).  
Endofyyttitutkimukset ovat keskittyneet tautilajien selvittämisen lisäksi sienilajistojen 
määrän selvittämiseen ja lokalisaatioon kasveissa (Fisher & Petrini 1986,  Fisher ym. 1992, 
Kowalski & Gajosek 1998, Santamaria & Diez 2005). Endofyyttisienten ja kasvin välisiä 
vuorovaikutussuhteita, kuten mutualismia, parasitismia ja symbioosia on selvitetty eri kasvi- 
ja sienilajien välillä (White ym. 1997, Clay & Schardl 2002, Faeth 2002,  Santamaria & Diez 
2005). Vuorovaikutussuhteiden ymmärtämisen lisäksi tutkijat ovat alkaneet kiinnittää 
huomiota ympäristötekijöiden vaikutuksiin, sekä niiden merkitykseen kasvien ja mikrobien 
selviytymiselle muuttuvissa ympäristöolosuhteissa (Marks ym. 1991, Saikkonen ym. 1998, 
Saikkonen ym. 2000, Ahlholm ym. 2002, Newman ym. 2003, Albrectsen ym. 2010).  
Nykytiedon ja teknologian avulla ymmärrämme enemmän ekosysteemien dynamiikkaa ja 
eri eliölajien vuorovaikutussuhteita. Voimme mallintaa lajien välisiä vuorovaikutussuhteita ja 
ennustaa jossain määrin muuttuvia ympäristöolosuhteita. Näiden tietojen avulla voidaan 
arvioida muutoksia elinympäristöissä ja niiden vaikutuksia eliöille. Endofyyttitutkimus on 
ottanut suuren askeleen erityisesti maataloudessa, jossa endofyyttejä on käytetty rikkakasvien 
ja kasveja syövien hyönteisten torjumisessa (Timonen & Valkonen 2013). Maataloudessa 
tulee ottaa huomioon, että vain tietyt sienilajit soveltuvat käyttöön, sillä jotkut lajit voivat 
aiheuttaa tauteja isäntäkasveissa, sekä niitä syövissä eläimissä, jolloin karja voi sairastua 
syötyään haitallisia, esimerkiksi heinissä esiintyviä endofyyttilajeja ja niiden tuottamia 
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toksiineja (Saikkonen 2005, Stuedemann & Hoveland 1988 Gunter & Beck 2004 mukaan). 
Aikaisemmin haapoja ja niiden endofyyttisieniä on tutkittu jonkin verran muun muassa 
Espanjassa, Ruotsissa (Santamaria & Diez 2005, Albrectsen ym. 2010) ja Suomessa (Kasanen 
2004), mutta mahdollisia eroja haavan sukupuolten välillä ei ole juurikaan tutkittu. 
Haavoilla esiintyy allopolyploidiaa ja eri haapalajit kykenevät risteytymään keskenään 
(kutsutaan hybridihaavaksi), lisäksi haavat voivat lisääntyä suvuttomasti juurivesojensa avulla 
(Campbell 2008). Tietyn alueen haapapopulaatio voi muodostua yhdestä kloonista, eli 
populaation genotyyppi on sama, mikä voi vaikuttaa yksilöiden selviytymiseen ja 
puolustautumiseen eri taudinaiheuttajia vastaan (Albrectsen ym. 2010). Elinympäristöjen 
muuttuessa tietyt sukulinjat, kloonit ja hybridihaavat tulevat reagoimaan kukin omalla 
tavallaan muutoksiin yhdessä niiden vuorovaikutuksessa toimivien mikrobien kanssa (Elamo 
& Helander 1999, Rudgers & Swafford 2009, Compant ym. 2010a, Giaque & Hawkes 2013).  
Albrectsen ym. (2010) on tutkinut endofyyttisienten eristämisen lisäksi sienten vaikutuksia 
haapojen puolustautumisessa kasvinsyöjiä vastaan.  Tutkimuksessa kartoitettiin sekä 
haavoissa tauteja aiheuttavia sienilajeja, että hyönteissyöjiltä puolustautumisessa avustavia 
sienilajeja. Haavoista otetuista näytteistä sekvensoitiin DNA (18S ja ITS rDNA) 
kasvinsyöjien ja patogeenin, V. tremulae aiheuttamien vahinkojen selvittämiseksi.  ITS-1 
(internal transcribed spaces) on ei-koodaavan ribosomi-RNAn alue, joka sijoittuu 18S ja 5.8S 
väliin ribosomin transkriptioyksikössä (Bruns ym. 1992, Albrectsen ym. 2010, Schoch ym. 
2012). Tutkimuksessa eristetyn Aureobasidium 1-sienen havaittiin parantavan haapojen 
puolustautumista kasvinsyöjiä vastaan.  
Santamaria & Diez (2005) selvittivät endofyyttisten sienten määrää ja lokalisaatiota 
haavoissa. Kokeessa eristettiin yhteensä 48 sienilajia 960:sta Pohjois-Ranskassa kasvaneista 
haavoista (384 lehti- ja 384-silmu- ja 192 kuorinäytettä). Cytospora chrysosperma, joka on 
aiemmin todettu olevan poppelikasveille patogeeninen, löytyi runsaana niin kuolleista, kuin 
elävistä kasvinosista. Lisäksi kasvinosista eristettiin runsaina Cladosporium maculicola, 
Elsinoe venetata, Alternaria alternata, Aureobasidium pullulans ja Pollaccia radiosa. Joista 
suvut Cladosporium, Alternaria ja Aureobasidium on todettu aiheuttavan tauteja kasveilla 
(Schulz ym. 1993).  
Endofyyttien eristyksessä morfologiaan perustuva tunnistaminen on lähes mahdotonta, 
sillä useampien lajien tunnistus perustuu niiden isäntäkasvissa esiintyvään sienimuotoon, 
mikä usein poikkeaa viljellyistä sienimuodoista, eivätkä kaikki viljellyistä sienistä muodosta 
itiöitä kasvatusalustalla (Schulz ja Boyle 2005). Isäntäkasvin solukosta eristetyillä ja niiden 
päällä kasvatettujen endofyyttisienten kasvumuotojen vertailu voi kuitenkin helpottaa sienten 
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tunnistamista. Endofyyttinäytteen ja puhdistetun viljelynäytteen DNA-sekvenssejä voidaan 
verrata myös toisiinsa tulosten varmistamiseksi (Bruns ym. 1992, Schulz & Boyle 2005, 
Alberectsen ym. 2010). Kuitenkin Sieberin (2007) kokemuksen mukaan, DNA-sekvenssien 
vertailu on jokseenkin mahdotonta ja osin puutteellista useiden lajien tuntemattomuuden 
vuoksi. Jotta saataisiin varmistettua, että endofyytti kasvaa kasvisolujen sisällä, tulee 
huolehtia isäntäkasvin näytekohdan, esimerkiksi varren tai lehden huolellisesta 
pintasteriloinnista ja ottaa huomioon isäntäkasvin solukon tyyppi, ikä ja kasvinosa (Schulz ja 
Boyle 2005, Santamaria & Diez 2005). 
Endofyyttisienitutkimusta tarvitaan tulevaisuudessa lisää, esimerkiksi niiden hyöty- ja 
haittavaikutuksien selvittämiseen niin maa- ja metsätalouden, kuin jopa lääketeollisuuden 
näkökulmista. Endofyyttisienet tuottavat aineenvaihdunnassaan sivutuotteita, joista osa on 
vielä toistaiseksi tuntemattomia kemiallisia yhdisteitä (Timonen & Valkonen 2013, Mousa & 
Raizada 2013). Jotkut näistä jo tunnistetuista kemiallisista yhdisteistä voivat nousta 
tulevaisuudessa merkittäviksi kemia- ja lääketeollisuuden raaka-aineiksi (Mousa & Raizada 
2013). Esimerkiksi marjakuusen (Taxus brevifolia) kotelosienestä (Taxomycetes andreanea) 
on kehitetty rintasyöpälääke, solunsalpaaja paklitakseli (Taksol) (Pekunen ym. 1994, 
Timonen & Valkonen 2013, Kusari ym. 2014). 
Ilmastonmuutos tulee vaikuttamaan kasvien ja muiden eliölajien välisiin 
vuorovaikutussuhteisiin ja selviytymiseen. Osa sienilajeista voi auttaa isäntäkasviaan muun 
muassa selviämään kuivuudesta paremmin ja jopa torjumaan niitä ravinnokseen käyttäviä 
kasvinsyöjiä mykotoksiiniensa avulla (Saikkonen 2005). Endofyyttien potentiaali reagoida 
ilmastonmuutokseen yhdessä isäntäkasvin kanssa on huomattu (Compant ym. 2010b, Giauque 
& Hawkes 2013), mutta eri kasvuolosuhteiden, kuten korkeamman hiilidioksidin tai 
lämpötilan vaikutukset eri endofyyteillä vaihtelevat. Korkean hiilidioksidin on havaittu 
kasvien kasvun edistämisen (erityisesti C3-kasvit) lisäksi vaikuttavan kasvin juurista 
eritettäviin yhdisteisiin ja siten ritsosfääriin (Kandeler ym. 2006, Haase ym. 2007). Juurista 
eritettävät yhdisteet lisäävät mahdollisesti ravinteiden ja energian vaihtoa mykorritsasienten ja 
kasvin välillä (Kandeler ym. 2006). Endofyyttisten sienten välillä tulokset ovat olleet 
vaihtelevia, riippuen isäntäkasvista ja sienilajista. Joillain ruohokasveilla kohotettu CO2 -
pitoisuus on edistänyt enfofyyttisten sienten leviämistä ja infektoimista, sekä lisännyt kasvin 
kasvua, mutta samaan aikaan vähentänyt sienen tuottamien toksiinien määrää (Hunt ym. 
2005, Brosi ym. 2010). 
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5 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET JA HYPOTEESIT 
 
Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää kuinka nuoret haavan hede- ja emikasvit kasvavat 
kohotetussa hiilidioksidipitoisuudessa ja miten kokeeseen valitut A, AA ja Y 
endofyyttisienikannat menestyvät haavan lehdissä. Lisäksi tutkittiin kasvikloonien 
sukupuolten välisiä eroja tyvi- ja pituuskasvussa sekä tuotetun biomassan määrissä. Koe 
suoritettiin Itä-suomen yliopiston Mekrijärven tutkimusasemalla Ilomantsissa kesä-
heinäkuussa 2013. 
 
Useiden tutkimusten mukaan ilmastonmuutos voi edesauttaa eteläisten lajien leviämistä 
pohjoisemmille alueille ympäristöolosuhteiden muuttuessa eteläisten olosuhteiden kaltaisiksi. 
Lisäksi tiedetään, että hiilidioksidilisäys voi edistää kasvien kasvua. Mutta vaikuttavatko 
muutokset merkitsevästi kaikkien eri alueiden (pohjoinen, eteläinen, itäinen tai läntinen alue) 
populaatioiden menestymiseen ja lajien leviämiseen muuttuvissa oloissa? Reagoivatko 
esimerkiksi idästä kotoisin olevat yksilöt eritavalla etelästä kotoisin olevien yksilöihin 
verrattaessa? Ja kuinka eri sukupuolet reagoivat muutoksiin?  
 
Tutkimuksen hypoteesit olivat: 
 kohotettu hiilidioksidi lisää haavantaimien pituus- ja biomassan kasvua 
 kohotettu hiilidioksidipitoisuus vaikuttaa lehdissä esiintyvien endofyyttisienten 
määrään 
Oletuksena oli, että haavantaimet kasvavat paremmin kohotetussa hiilidioksidipitoisuudessa. 
Kohotettu hiilidioksidin arveltiin parantavan myös endofyyttien esiintymistä ja kummankin 
käsittelyn, sekä näiden yhteiskäsittelyn vaikutuksia verrattiin haavan taimien kasvuun 
suhteessa taimien sukupuoleen ja alkuperään. 
6 AINEISTO JA MENETELMÄT 
 
Haavantaimet tuotettiin mikrolisäämällä kevään 2013 aikana Biologian laitoksen 
Luonnonainetutkimuksen laboratoriossa Keski- ja Etelä-Suomesta kootuista täysikasvuisten 
haapojen lepotilaisista silmuista. Endofyyttisienet eristettiin Randriamana ym. (2015) 
tutkimuksessa vuonna 2012 haavoista ja luokiteltiin morfologisten piirteiden mukaan 
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(Randriamanana ym. 2015). Tutkimukseen valittiin endofyytit niiden lämpötilaan reagoivien 
kantojen perusteella, siten että valituiksi tulivat A-, AA- ja Y-kannat (kuva 3). Sienikannat 
AA, A ja Y olivat kasvaneet parhaiten kohotetussa lämpötilassa (± 2 oC verrattuna 
vallitsevaan ulkoilman lämpötilaan). 
 
 
Kuva 3. Randriamanana ym. (2015) haapakokeesta eristetyt morfologiselta piirteiltään 
erilaiset AA-, A- ja Y- endofyyttisienikannat, joita käytettiin pro-gradu kookeessa 
ymppäämiseen haavan taimien lehtien pinnalle. 
 
Kokeessa kussakin koehuoneessa oli yhteensä 12 haavantaimea, joista kuusi emi- (kloonit 
1-6) ja kuusi hedekasvia (kloonit 7-12). Tutkimuksen käsittelyt olivat: kohotettu hiilidioksidi 
(CO2), endofyyttiymppäys (E), kohotettu hiilidioksidi & endofyyttiymppäys (CO2 & E) ja 
lisäksi kontrolli (K). Ymppäämisellä tarkoitetaan mikrobiologiassa halutun bakteeri- tai 
sieniviljelmän lisäämistä elintarvikkeisiin tai muihin mikrobiologisiin sovelluksiin (Anon. 
2014a). Jokainen käsittely tehtiin neljänä kasvihuonetoistona, joissa kussakin 6 emi- ja 6 
hedekasvia eli yhteensä 12 * 4 * 4 = 192 haavantaimea. Jokaiseen koekasvihuoneeseen 
käsittely satunnaistettiin (taulukko 1).  
Kuhunkin koekasvihuoneisiin asetettiin 80 ± 5 % ilmankosteus, sekä UV-säteily ja 
lämpötila vastaamaan ulkoilman vastaavaa tilaa. UV-B sensoreita käytettiin UV-B säteilyn 
muutosten mittaamiseen ja asettamiseen auringosta tulevan säteilyn mukaisesti. 
Hiilidioksidipitoisuuden kohoamista stimuloiviin koekasvihuoneisiin asetettiin 740 ppm 
hiilidioksidipitoisuus, joka varmistettiin huoneisiin erikseen asennetuilla 
hiilidioksididetektoreilla. 
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Taulukko 1. Koekasvihuoneiden arvotut käsittelyt. Vasemmalla koehuoneen numero, 
seuraavana kohotettu hiilidioksidi (kohotettu CO2 740 ppm), endofyyttiymppäys (endofyytti) 
ja koehuoneen koodi l. mikä käsittely on kussakin huoneessa.  
Huoneen numero Kohotettu CO2 Endofyytti Koekasvihuoneen koodi 
102     Kontrolli 
103 x x E + CO2 
104   x E 
105     Kontrolli 
106 x   CO2 
107 x x E + CO2 
108   x E 
109 x   CO2 
110 x x E + CO2 
111   x E 
112 x   CO2 
113     Kontrolli 
114   x E 
115 x x E + CO2 
116 x   CO2 
117     Kontrolli 
 
Taimia kasvatettiin kuuden viikon ajan ja kasvua seurattiin säännöllisesti. Haapojen 
nopeakasvuisuuden ja kasvutilan rajallisuuden vuoksi taimia lannoitettiin tutkimuksen ajan 
kaksi kertaa lannoiteliuoksella (liite 2). Tutkimuksessa ei otettu huomioon haavan juurten 
mahdollisia mykorritsa-sienijuuria, juurten endofyyttejä tai varren endofyyttisieniä, vaan 
keskityttiin haavan lehdissä esiintyviin endofyyttisiin sieniin. Kasvatusalustana käytettiin 
kuumasteriloitua turvetta (liite 1). 
 
 Kokeen aloittaminen Mekrijärvellä 6.1
 
Koe aloitettiin kesäkuussa 6.6.2013 kuljettamalla Joensuun Tiedepuiston kasvihuoneesta 
haapakloonit Itä-Suomen yliopiston Mekrijärven tutkimusasemalle Ilomantsiin. Haapakloonit 
istutettiin satunnaisessa järjestyksessä 1,5 litran kasvatuspurkkeihin seokseen, joka koostui 
Kekkilän puutarhaturpeesta (liite 1) ja vermikuliitista (Vermipu Oy, Lapinjärvi). 
Kasvialustaseos valmistettiin 70:30 suhteella, sekoittaen isossa saavissa ja kostutettiin vedellä 
ennen taimien siirtämistä kasvatuspurkkeihin. Taimet aseteltiin satunnaisessa järjestyksessä 
koekasvihuoneisiin (102–117). Noin viikon kuluttua 11.6.2013 endofyytit ympättiin haapojen 
lehdille 2*2 mm paloina (kuva 4).   
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Kuva 4. Randriamanana ym (2015) kokeesta eristetyn endofyyttisienen A-kannan 2 * 2 mm 
palanen ympättynä pro-gradu kokeen haavantaimen lehden pinnalla. Sienikasvuston alaosa on 
kiinni PDA-maljan agarissa (lehteä vasten olevan pinta). 
 
Endofyyttikasvatusmaljoilta leikattiin preparointiveitsellä 2 mm * 2 mm suuruisia ruutuja, 
jotka siirrettiin pinseteillä vedellä kostutettujen lehtien päälle arvottuihin käsittelyhuoneisiin 
103, 104, 107, 108, 110, 111, 114 ja 115) (kuva 5 ja 6).  
 
Kuva 5. Endofyyttien ymppäys: Endofyytit leikattiin preparointivetisellä solumaljalla 4 mm
2
 
kokoisiksi palasiksi. Kuvassa Randriamana ym. (2015) kokeesta eristetyn ja kasvatetun A – 
endofyyttikannan kasvatusmaljan kasvuston paloittelu preparointiveitsellä siirrostamista 
varten. 
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Kuva 6. Pro-gradu kokeen haavan taimen lehden pinnalle ympätyt Randriamanana ym. (2015) 
kokeesta eristettyjen AA- A- ja Y-endofyyttisienikantojen 4 mm
2
 palaset. 
 
Haapojen kasvua seurattiin mittaamalla taimien tyvi- ja pituuskasvu joka viikko 
istutuspäivästä alkaen; 11.6, 17.6, 25.6, 2.7, 8.7 ja 18.7. Haapoja lannoitettiin kokeen aikana 
kaksi kertaa lannoiteliuoksella, jonka kantaliuos sisälsi NH4NO3 4.2 mg/L, NaH2PO4 3.9 
mg/L, CaCl2 * H2O 44 g/L, MgSO4 * H2O 49.2 mg/L, KCl 33.5 mg/L ja mikroravinteita: 
FeCl3 * 6 H2O 1.4 g/L, MnCl2 * 4 H2O 0.18 g/L, H3BO3 0.29 g/L, ZnCl2 0.012 g/L, CuCl2 * 2 
H2O 0.015 g/L ja NaMoO4 * H2O 0.0022 g/L – ja jota laimennettiin 1/100 käyttöliuokseksi 
Ingestadin (1962) mukaan. 
 
 Kokeen lopettaminen ja näytteiden keruu 6.2
 
Koe lopetettiin heinäkuun 18. päivänä 2013, jolloin tyvi- ja pituuskasvu mitattiin viimeisen 
kerran. Samalla kertaa haavantaimista kerättiin lehtinäytteet endofyyttieristystä varten. Kaksi 
lehteä otettiin kasvin keskiosasta (endofyyttihuoneista endofyytti-ympätty lehti ja sen 
alapuolelta toinen). Taimien leikatut lehdet punnittiin ja loput kasvista siirrettiin kuivaamista 
varten paperipussiin, johon mitattiin lisäksi kaksi teelusikallista kuivausainetta (silikageeliä). 
Kasvit ilmakuivattiin paperipusseissa huoneenlämpötilassa (suhteellinen ilmankosteus 10 %). 
Lehtinäytteet pakattiin yksittäin merkittyihin muovipusseihin ja jokaisen koekasvihuoneen 
lehdet vielä erikseen omiin pusseihin. Tuoreet lehtinäytteet säilytettiin viilennetyissä 
kylmälaukuissa endofyyttieristystä varten.  
Tuoreitten lehtinäytteiden käsittely aloitettiin Biologian laitoksen Luonnonainetutkimuksen 
laboratoriossa heti kokeen lopettamispäivänä 18.7.2013, jolloin ehdittiin käsitellä 
koekasvihuoneiden 102, 106, 104 ja 103 lehdet. Muiden koehuoneiden lehtinäytteet jäivät 
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odottamaan kylmälaukkuihin kylmähuoneeseen yön ajaksi ja eristys suoritettiin loppuun 
seuraavana päivänä 19.7.2013. 
Endofyyttien eristys ja PDA-kasvumaljoille (peruna-dekstroosi aagar) (liite 2) siirtäminen 
tapahtui steriilissä ympäristössä laminaarikaapeissa. Laminaarikaapit steriloitiin UV-valolla ja 
70 % etanolilla ennen näytteiden käsittelyä. Kaikki työvälineet (pinsetit, preparointiveitset, 
leikkuualusta, dekanterilasit, leikatut parafilmipalat) tarvittavat liuokset (steriloitu vesi, 
NaOCl, 70 % EtOH, etanoli) sekä PDA-maljat steriloitiin autoklavoimalla ja 70 % etanolilla. 
Haavan taimien kokonaiset ja täysikasvuiset lehdet pintasteriloitiin, jolloin lehteä 
inkuboitiin 70 % etanolissa jatkuvasti liikuttaen 5 sekunnin ajan, jonka jälkeen lehti siirrettiin 
4 minuutiksi 2 % natriumhypokloriittiin (NaClO) välillä sekoittaen ja viimeisenä steriloituun 
veteen 2 * 10 sekunniksi (kuva 7) (Albrectsen ym. 2010). Lehdistä leikattiin steriloinnin 
jälkeen kuusi 1 cm
2
 (kuva 8) ruudun muotoista palaa, jotka siirrostettiin kasvamaan 
parafilmillä suljetuille PDA-maljoille huoneenlämpöön (+26 ̊C) (Santamaria & Diez 2005). 
Kasvua seurattiin 8 päivän ajan ja jokaisen maljan pohjaan merkittiin uuden kasvuston 
alkaminen ja pinta-ala, sekä kasvutapa. Lisäksi merkittiin ylös bakteeri-kontaminoituneet 
maljat. Viljellyt näytteet tunnistettiin niiden morfologisten tyyppien mukaan.  
 
Kuva 7. Laminaarityöskentely laboratoriossa. Käsittelyssä käytetyt: vesi, NaOCl, 70 % EtOH 
(etanoli) ja PDA-maljat. Jokainen lehti käsiteltiin yksitellen; ensin inkuboimalla lehteä 
jatkuvassa sekoituksessa 70 % etanolissa 5 sekunnin ajan, jonka jälkeen lehti siirrettiin 2 % 
natriumhypokloriittiin 4 minuutiksi (sekoitus) ja viimeisenä steriloituun veteen 2 * 10 
sekunnin ajaksi. 
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Kuva 8. Endofyyttisienten eristys haavantaimen lehdeltä. Lehdestä leikattiin kuusi 1 cm * 1 
cm palasta ja siirrettiin PDA-kasvatusalustoille. 
 
 Pituus- ja tyvikasvun sekä biomassan mittaus ja analysointi 6.3
 
Pituus- ja tyvipaksuus mitattiin viivoittimella ja työntömitalla (Absolute Coolant Proof IP67) 
kuusi kertaa kokeen aikana (ensimmäinen kokeen aloittamispäivänä ja viimeinen 
lopettamispäivänä), sekä biomassat yläkuppivaa’alla 0,10,01 mg tarkkuudella kuivaamisen 
jälkeen.  Haavantaimien kuivabiomassat mitattiin lehdistä ja varresta ja näiden massojen eroja 
verrattiin eri käsittelyiden, haapakloonien ja sukupuolen sekä kloonin alkuperän (etelä, itä) 
välillä. 
Kasvu- ja biomassa-aineiston esikäsittelyyn käytettiin Microsoft Office Excel-ohjelmaa ja 
tilastollisien testien tekemiseen IBM SPSS Statistic 21 – ohjelmaa. Aineiston 
normaalijakautuneisuus testattiin Kolmogorov-Smirnov-testillä. Haavan pituuskasvu-aineisto 
ei ollut normaalisti jakautunut, joten parametrisia testejä ei voitu käyttää sen analysoinnissa. 
Pituuskasvun analysointiin käytettiin ei-parametristä Kruskal-Wallis-testiä. 
Taimien tyvikasvu- ja biomassa-aineisto oli normaalijakautunut, joten niiden 
analysoinnissa voitiin käyttää parametrisia testejä. Taimien tyvipaksuuden ja biomassojen 
kasvua verrattiin käsittelyiden (CO2, endofyytti, CO2 & endofyytti) ja sukupuolen välillä 
Linear mixed model-testillä. Analysoinnissa otettiin myös huomioon haavan taimien alkuperä 
ja koska haapakloonit eivät olleet jakautuneet määrällisesti tasaisesti alkuperänsä mukaan 
(emikasveja oli 3 Itä-Suomesta ja 3 Etelä-Suomesta, hedekasveja 4 Itä-Suomesta ja 2 Etelä-
Suomesta), alueellisten erojen vertailuun otettiin vain emikasvit. Emikasvien biomassojen 
varianssien yhtäsuuruus testattiin Levenin testillä ja koska Levenin testin p ≥ 0,05, voitiin 
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käyttää yhtäsuurten varianssien testiä (T-testi) keskiarvojen vertailuun. Kuvat on tehty SPSS 
21 – ohjelmalla ja käsitelty Paint- ja Photofiltre -kuvankäsittelyohjelmilla.  
7 Tulokset 
 
 Pituuskasvu 7.1
 
Haavantaimet kasvoivat pituutta hyvin kokeen aikana. Merkitsevä ero havaittiin sukupuolten 
ja kloonien välillä (taulukko 2). Hedekasvit kasvoivat emikasveja pidemmiksi (kuva 9). 
Hiilidioksidi- tai endofyyttikäsittelyllä ei havaittu merkitsevää vaikutusta pituuskasvuun. 
Taulukko 2. Kruskal-Wallis-testin tulokset. Käsittelyiden (kohotettu CO2, endofyytti) ja 
sukupuolen vaikutus haavantaimien pituuskasvuun. 
Tekijä Sig. 
Sukupuoli ,002** 
Endofyytti  ,317 
CO2 ,643 
Klooni ,000*** 
***P < 0.001; **P < 0.01; *P < 0.05 
 
 
Kuva 9. Haavan hede- ja emikasvien pituuskasvu (cm ± SE) eri käsittelyissä (kohotettu CO2, 
endofyytti (E), sekä kohotettu CO2 & endofyytti (E+CO2)) ja koekasvihuoneissa, joissa ei 
ollut käsittelyä (C). 
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Kloonin havaittiin vaikuttavan pituuskasvussa siten, että osa klooneista kasvoi paremmin kuin 
toiset (kuva 10). Osa klooneista esimerkiksi, kloonit 5,6 ja 7 kasvoivat yhtäläisesti 
käsittelyistä riippumatta. Kloonien välinen vaihtelu pituuskasvussa oli vähäisintä kohotetussa 
hiilidioksidi-käsittelyssä. Vähiten pituutta kasvoi klooni 6 (emikasvi) ja eniten klooni 8 
(hedekasvi). 
 
Kuva 10. Haavan kloonien pituuskasvu (cm ± SE) jokaisen mittauskerran (1-6) mukaan eri 
käsittelyissä (kohotettu CO2, endofyytti (E), sekä kohotettu CO2 & endofyytti (CO2+E)) ja 
koekasvihuoneissa, joissa ei ollut käsittelyä (C). Kloonit on numeroitu: emikasvit 1-6, 
hedekasvit 7-12.  
 
 Tyvikasvu 7.2
 
Haavantaimien tyvikasvu oli riippuvainen hiilidioksidilisäyksestä, sukupuolesta ja kloonista 
(taulukko 3). Lisäksi merkitsevä yhdysvaikutus havaittiin endofyyttikäsittelyn & sukupuolen 
välillä. Emikasvit olivat tyvikasvultaan (paksuudeltaan) isompia, kuin hedekasvit (kuva 11).  
Taulukko 3. Linear mixed models-testin tulokset. Eri käsittelyiden (kohotettu CO2, endofyytti, 
sekä kohotettu CO2 & endofyytti) ja sukupuolen, vaikutukset haavantaimien varren 
tyvipaksuuden kasvuun.  
Tekijä Denominator df F Sig. 
Endofyytti 8,689 ,004 ,953 
CO2 8,689 15,544 ,004** 
Sukupuoli 1012,425 111,074 ,000*** 
Endofyytti*Sukupuoli 1012,425 4,764 ,029* 
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Endofyytti*CO2 8,689 0,048 ,831 
CO2*Sukupuoli 1012,425 3,128 ,077 
Endofyytti*CO2*sukupuoli 1012,425 1,653 ,199 
Klooni(Sukupuoli) 801,340 13,228 ,000*** 
***P < 0.001; **P < 0.01; *P < 0.05 
 
 
 
Kuva 11. Taimien tyvipaksuuden kasvu (mm ± SE) sukupuolten välillä eri käsittelyissä 
(kohotettu CO2, endofyytti (E), sekä kohotettu CO2 & endofyytti (CO2+E)) ja 
koekasvihuoneissa, joissa ei ollut käsittelyä (C). Emikasvit kasvoivat paksummiksi varresta, 
kuin hedekasvit.  
 
 Biomassa 7.3
 
7.3.1 Lehtien biomassa 
 
Lehtibiomassa oli merkitsevästi erilainen kohotetussa hiilidioksidikäsittelyssä, muilla 
käsittelyillä (endofyytti, endofyytti & CO2) ei havaittu merkitsevää vaikutusta lehtien 
biomassa syntymiseen (taulukko 4).  Haavan sukupuolella ja kloonilla havaittiin myös 
merkitsevä vaikutus lehtibiomassan syntymisessä.  
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Taulukko 4 Linear mixed models-testin tulokset. Eri käsittelyiden (kohotettu CO2, endofyytti, 
sekä kohotettu CO2 & endofyytti) ja sukupuolen, vaikutukset haavantaimien lehtibiomassan 
kasvuun. 
Tekijä Denominator df F Sig. 
Endofyytti 174 0,294 ,588 
CO2 174 4,408 ,037* 
Sukupuoli 174 4,777 ,030* 
Endofyytti*Sukupuoli 174 1,078 ,301 
Endofyytti*CO2 174 0,729 ,394 
CO2*Sukupuoli 174 0,034 ,854 
Endofyytti*CO2*Sukupuoli 174 0,271 ,603 
Klooni(Sukupuoli) 174 8,251 ,000*** 
***P < 0.001; **P < 0.01; *P < 0.05 
 
Hedekasveilla syntyi emikasveja enemmän lehtibiomassaa (kuva 12). T-testin tulos osoitti, 
että eri alueelta kotoisin olevien emikasvien kloonien lehtien biomassan kasvu erosi 
merkitsevästi toisistaan p = 0,006. Idästä kotoisin olevat emiyksilöt olivat eteläisiä 
emiyksilöitä kookkaampia lehtibiomassaltaan (kuva 13). 
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Kuva 12. Lehtibiomassa kasvu (mg ± SE) sukupuolten välillä eri käsittelyissä (kohotettu CO2, 
endofyytti (E), sekä kohotettu CO2 & endofyytti (CO2+E)) ja koekasvihuoneissa, joissa ei 
ollut käsittelyä (C). Hiilidioksidi lisäsi taimien kasvua merkitsevästi. Emikasvit olivat 
lehtibiomassaltaan pienempiä kuin hedekasvit. 
  
 
Kuva 13. Emikasvien lehtibiomassan kasvu (mg ± SE) alkuperien välillä eri käsittelyissä 
(kohotettu CO2, endofyytti (E), sekä kohotettu CO2 & endofyytti (CO2+E)) ja 
koekasvihuoneissa, joissa ei ollut käsittelyä (C). Itä-Suomesta kotoisin olevat emikasvit olivat 
lehtibiomassaltaan kookkaampia, kuin Etelä-Suomesta kotoisin olevat kasvit. 
  
29 
 
7.3.2 Varren biomassa 
 
Varren biomassan suhteen merkitsevä ero havaittiin kohotetussa hiilidioksidikäsittelyssä, 
sukupuolten ja kloonien välillä (taulukko 5). Muilla käsittelyillä (endofyytti, endofyytti & 
CO2) ei ollut vaikutusta varren kasvamiseen. Emikasvit panostivat enemmän varren 
kasvattamiseen, kuin hedekasvit (kuva 14).  
Taulukko 5. Linear mixed models-testin tulokset. Eri käsittelyiden (kohotettu CO2, endofyytti, 
sekä kohotettu CO2 & endofyytti), sukupuolen ja kloonin vaikutus haavantaimien varren 
biomassan kasvuun. 
Tekijä Denominator df F Sig. 
Endofyytti 12,000 0,192 ,669 
CO2 12,000 5,366 ,039* 
Sukupuoli 162 11,491 ,001*** 
Endofyytti*Sukupuoli 162 2,758 ,099 
Endofyytti*CO2 12,000 0,039 ,846 
CO2*Sukupuoli 162 0,296 ,587 
Endofyytti*CO2*Sukupuoli 162 0,043 ,835 
Klooni(Sukupuoli) 162 7,680 ,000*** 
***P < 0.001; **P < 0.01; *P < 0.05 
 
T-testin tulos osoitti, että emiyksilöiden alkuperien välillä ei ollut merkitsevää eroa varren 
biomassan syntymisessä, p = 0,296. 
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Kuva 14. Varren biomassan kasvu (mg ± SE) sukupuolten välillä eri käsittelyissä (kohotettu 
CO2, endofyytti (E), sekä kohotettu CO2 & endofyytti (E+CO2)) ja koekasvihuoneissa, joissa 
ei ollut käsittelyä (C). Hiilidioksidi lisäsi taimien kasvua merkitsevästi. Emikasvit olivat 
varsibiomassaltaan kookkaampia kuin hedekasvit.  
 
7.3.3 Kokonaisbiomassa 
 
Merkitsevä ero haavan taimien kokonaisbiomassan syntymisessä havaittiin hiilidioksidi-
käsittelyssä ja kloonin välillä (taulukko 6) (kuva 15). Muilla käsittelyillä (endofyytti, 
endofyytti & CO2) ja sukupuolten välillä ei havaittu merkitsevää vaikutusta. 
Taulukko 6. Linear mixed models-testin tulokset. Eri käsittelyiden (kohotettu CO2, endofyytti, 
sekä kohotettu CO2 & endofyytti) ja sukupuolen, sekä kloonin vaikutus haavantaimien 
kokonaisbiomassan (lehtien ja varren yhteenlaskettu biomassa) kasvuun.  
Tekijä Denominator df F Sig. 
Endofyytti 174 0,297 ,587 
CO2 174 5,616 ,019* 
Sukupuoli 174 0,056 ,813 
Endofyytti*Sukupuoli 174 1,645 ,201 
Endofyytti*CO2 174 0,422 ,517 
CO2*Sukupuoli 174 0,101 ,751 
Endofyytti*CO2*Sukupuoli 174 0,176 ,675 
Klooni(Sukupuoli) 174 7,190 ,000*** 
***P < 0.001; **P < 0.01; *P < 0.05 
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Kuva 15. Haavan taimien kokonaisbiomassan (lehtien ja varren yhteenlaskettu biomassa) 
kasvu (mg ± SE) sukupuolten välillä eri käsittelyissä (kohotettu CO2, endofyytti (E), sekä 
kohotettu CO2 & endofyytti (CO2+E)) ja koekasvihuoneissa, joissa ei ollut käsittelyä (C). 
Hiilidioksidi lisäsi taimien kasvua merkitsevästi.  
 
T-testin tulos osoitti, että eri alueelta kotoisin olevat emikasvien kloonien kokonaisbiomassan 
kasvu erosi merkitsevästi toisistaan, p = 0,025. Itä-Suomesta kotoisin olevat emikasvit 
kasvoivat kokonaisbiomassaltaan Etelä-Suomesta kotoisin olevia taimia kookkaammiksi 
(kuva 16). 
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Kuva 16. Emikasvien kokonaisbiomassa (yhteenlaskettu lehtien ja varren biomassa, mg ± SE) 
eri käsittelyissä (kohotettu CO2, endofyytti (E), sekä kohotettu CO2 & endofyytti (E+CO2)) ja 
koekasvihuoneissa, joissa ei ollut käsittelyä (C). Itä-Suomesta kotoisin olevat emikasvit olivat 
kokonaisbiomassaltaan suurempia, kuin Etelä-Suomesta kotoisin olevat kasvit. 
 
 Eristetyt endofyytit 7.4
 
Endofyyttieristys onnistui osaltaan hyvin ja sienirihmastoa saatiin kasvatettua lehdenpalasilta, 
mutta osa kasvatusmaljoista saastui kasvatuksen aikana (bakteereja tai hometta), eikä näitä 
maljoja otettu mukaan endofyyttikasvatusten tarkasteluun. Endofyyttejä saatiin kasvatettua 
yhteensä 34 maljalla (taulukko 7), joista neljä oli muista kuin endofyyttikäsittelyistä (kolme 
kontrollikäsittelyistä ja yksi hiilidioksidikäsittelystä). Kasvaneet endofyytit muistuttivat 
ulkonäöltään eniten kantoja AA ja Y (kuva 17). Endofyyttejä saatiin eristettyä varsin hyvin 22 
emikasvilta ja 12 hedekasvilta. Endofyyttikäsittelyistä löytyi 14 E+CO2käsittelyistä ja 14 
Ekäsittelystä. 
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Taulukko 7. Eristettyjen lehtien endofyyttiviljelyjen määrät. Endofyyttejä saatiin eristettyä 
kaikkiaan klooneilta 1 (3 kpl), 2 (2 kpl), 3 (2 kpl), 4 (6 kpl), 5 (4 kpl), 6 (5 kpl), 7 (1 kpl), 8 (3 
kpl), 9 (2 kpl), 11 (3 kpl) ja 12 (3 kpl). Viljelyistä saatiin kasvatettua 34 sienikasvustoa, joista 
4 oli muista kuin endofyyttikäsitellyistä koekasvihuoneista (kolme kontrollikäsittelystä ja yksi 
hiilidioksidikäsittelystä). Sukupuoli 2 = emikasvi ja 1 = hedekasvi. 
Käsittely Huone Kasviklooni Sukupuoli 
C 102 1 2 
C 102 6 2 
E+CO2 103 6 2 
E 104 4 2 
E 104 5 2 
CO2 106 2 2 
E+CO2 107 2 2 
E+CO2 107 3 2 
E+CO2 107 4 2 
E+CO2 107 7 1 
E+CO2 107 11 1 
E+CO2 107 12 1 
E+CO2 110 1 2 
E+CO2 110 3 2 
E+CO2 110 4 2 
E 111 4 2 
E 111 5 2 
E 111 6 2 
E 111 8 1 
E 111 9 1 
E 111 11 1 
E 111 12 1 
C 113 4 2 
C 113 5 2 
E 114 1 2 
E 114 4 2 
E 114 5 2 
E 114 6 2 
E 114 8 1 
E+CO2 115 6 2 
E+CO2 115 9 1 
E+CO2 115 11 1 
E+CO2 115 12 1 
C 117 8 1 
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Kuva 17. Eristettyjen lehtien endofyyttiviljelymaljoja. AA-kantaa muistuttava kasvusto 
vasemmalla (koekasvihuone 104/ klooni 5 endofyytti-käsittely) ja Y-kantaa muistuttava 
kasvusto oikealla (koekasvihuone 111/ klooni 9 endofyytti-käsittely). 
8 TULOSTEN TARKASTELU JA POHDINTA 
 
Tulosten perusteella havaittiin, että haavantaimet kasvoivat hyvin Mekrijärven 
koekasvihuoneessa ja jokaiselta kloonilta saatiin mitattua lineaarisesti kasvaneet pituus- ja 
tyvikasvu. Analyysien antamat tulokset osoittivat, että hiilidioksidi lisää haavan taimien 
kasvua, mikä on todettu myös useissa muissa tutkimuksissa (Taub 2010, Wang ja Curtis 2001, 
Curtis ym. 2000). Myös Curtis & Wang (1998) tutkimuskokoelma-artikkelissa kohotetun 
hiilidioksidin havaittiin lisäävän puumaisten kasvien maanpäällisen biomassan tuotantoa 
merkitsevästi. 
Kokeen haavan taimien lehtien, varren ja näiden yhteenlasketun biomassan havaittiin 
kasvavan merkitsevästi enemmän kohotetussa hiilidioksidikäsittelyissä. Sukupuolten välillä 
havaittiin myös merkitseviä eroja kasvuissa. Emikasvit panostivat hedekasveja enemmän 
varren paksuuden kasvuun ja hedekasvit kasvattivat emikasveja enemmän lehtibiomassaa. 
Useissa tutkimuksissa hiilidioksidin on havaittu edistävän kasvien fotosynteesiä ja siten 
kasvin omaa kasvua (Wong 1979, Idso & Idso 2000, Newman ym. 2003, McGrath & Lobell 
2013). Fotosynteesi tapahtuu viherhiukkasissa, joita on runsaasti lehdissä (Campbell ym. 
2008). Lehtipinta-alan kasvaessa yhteyttäminen ja ravinteiden käyttö tehostuu ja kasvi voi 
kasvaa nopeammin. Randriamanana ym. (2014) tutkimuksessa havaittiin myös, että 
hedekasvit kasvoivat pidemmiksi ja isommiksi kuin emikasvit. Erilainen panostaminen 
esimerkiksi lehtien sijaan varren kasvuun edesauttaa kasvia selviämään abioottisista 
stressitekijöistä (Sakai & Burris 1985).   
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Sukupuolten väliset erot eri kasvien osiin kuten siemeniin tai lehtiin panostamisessa, voivat 
vaihdella ja muutokset ovat lajikohtaisia (Grant &  Mitton 1979, Retuerto ym. 2000, Rozaz 
ym. 2009, Otárola ym. 2013). Useissa tutkimuksissa ei ole ollenkaan otettu huomioon 
sukupuolten välisiä eroja (Santamaria & Diez 2005, Albrectsen ym. 2010). Tämä olisi 
kuitenkin tärkeää, sillä luonnon populaatiot ja niiden muodostuminen sekä sukupuolijakauma 
vaikuttavat yksilöiden selviytymiseen. Vankempirunkoiset täysikasvuiset kasvit kestävät 
enemmän tuulta, kovaa sadetta, raekuuroja ja lumikuormaa mutta toisaalta isolehtiset yksilöt 
saavat tehostettua kasvuaan ja siten voivat kasvaa kookkaammiksi, varjostaen pienempiä 
taimia. Muuttuvissa elinympäristöissä laajalla geenipoolilla on monimuotoisuutta lisäävä 
vaikutus ja siten merkitystä, niin bioottisista kuin abioottisista stressitekijöistä selviytymiselle.  
Endofyyttiymppäys ei onnistunut täysin odotusten mukaisesti, sillä eristettyjen 
endofyyttien määrä jäi melko pieneksi (34 kpl). Eristysmenetelmä kuitenkin toimi ja 
endofyyttisieniä saatiin eristettyä saman verran niin hiilidioksidi & endofyytti, kuin 
endofyytti-käsittelyistä. Hiilidioksidilisäyksellä ei näyttänyt olevan vaikutusta endofyyttien 
esiintymiseen haavan lehdissä. 
 Alhaiseen endofyyttimäärään ovat voineet vaikuttaa ympäristö- ja koeolosuhteet. Kokeen 
aikana Mekrijärven tutkimusaseman koeolosuhteet eivät olleet 100 %:sen tasalaatuiset 
kaikissa koekasvihuoneissa. Kesä 2013 oli ennätyksellisen lämmin (Ilmatieteenlaitos 2013b). 
Yksi Suomen hellehuippu mitattiin Mekrijärvellä 4.6.2013 lämpötilalla 29,4 ̊C, vain 
muutamaa päivää ennen kokeen aloittamista (Ilmatieteenlaitos 2013b). Koekasvihuoneiden 
ilmastointilaitteet eivät pystyneet pitämään ilmankosteutta tarpeeksi korkeana. Kosteus oli 
todennäköisesti alhaisempi kuin asetettu 80 ±5 %, mikä on voinut vaikuttaa 
endofyyttiymppäyksen onnistumiseen. Heti lehdille siirrostamisen jälkeen osa endofyyteistä 
kuivui ja tippui lehden päältä. Näille lehdille ympättiin uudet endofyyttisienet. Sienten 
leviämiselle ja penetroitumiselle otolliset ja osin välttämättömät olosuhteet (riittävä kosteus) 
(Schulz ym. 2002, Rodriguez ym. 2008 Timonen & Valkonen 2013) eivät siten täyttyneet.  
Muutaman lämpöasteen nousun on havaittu tehostavan haapojen pituus-, tyvipaksuuden ja 
lehtien pinta-alan kasvua (Randriamanana ym. 2015). Lämpötilan noustessa fotorespiraatio 
tehostuu, jolloin hiilidioksidia vapautuu ilmaan myös tehostetusti. Tällöin fotosynteesiä 
säätelee hiilidioksidimäärän lisäksi myös lämpötila (Long 1991, Gielen & Ceulemans 2001). 
Lämmin kesä 2013 vuonna on voinut vaikuttaa haavan taimien kasvuun sitä lisäävästi. Lisäksi 
Randriamanana ym. (2015) kokeessa korkean lämpötilan havaittiin alentavan lehdistä 
eristettyjen endofyyttien määrää. 
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Tutkimuksessa otettiin huomioon Mekrijärven tutkimusaseman koekasvihuoneiden sijainti 
ja rakennustapa. Koekasvihuoneet sijaitsivat suorakulmion muotoisessa rakennuksessa. 
Muoto aiheuttaa sen, että osa kasvihuoneesta varjostaa viereistä kasvihuonetta auringon 
kiertäessä taivaalla. Tällöin osa koekasveista voi saada enemmän auringonvaloa – vaikkakin 
mm. UVB-säteily oli optimoitu ulkoista ympäristöä vastaavaksi. Tämä kuitenkin testattiin ja 
otettiin huomioon analysoinnin yhteydessä, jolloin analyyseihin liitettiin mukaan huoneen 
vaikutus, eikä ko. ominaisuuden havaittu vaikuttaneen haapojen kasvuun merkitsevästi. 
Tutkimuskokeissa käytetty aineisto täytyy olla myös tarkkaan valittu. Kokeen 
suunnittelussa tulee tietää ja huomioida, millaisessa ympäristössä koekasvit ovat kasvaneet ja 
ovatko ne samasta vai eri populaatioista ja kuinka ne ovat mahdollisesti geneettisesti erilaisia, 
tai ovatko ne toistensa kopioita eli klooneja. Myös kokeessa käytettävien taimien 
kasvatuksella on merkitystä; ovatko taimet tuotettu laboratorioissa ja kasvatettu säädellyissä 
oloissa vai ovatko taimet otettu luonnontilaisista metsistä tai puutarhoista. Kokeen taimet 
tuotettiin Etelä- ja Itä-Suomesta kootuista lepotilaisista haavan silmuista ja olivat toistensa 
kopiota (emikasvit 1-6 ja hedekasvit 7-12). Taimet mikrolisättiin hankasilmuista 
laboratoriossa, akklimoitiin kasvihuoneessa ja sen jälkeen siirrettiin koealueelle ja 
koekasvihuoneisiin. Samoilla tavoin laboratorioissa tuotetuilla ja mahdollisesti säädellyillä 
taimilla on samat lähtötilanteet kokeesta riippumatta, ja samoja klooneja käytettäessä eri 
kokeiden tuloksia voidaan mahdollisesti vertailla keskenään.  
Myös kokeissa käytettyjen endofyyttisienten tulee olla puhtaaksi jalostettuja ja mielellään 
tunnettuja linjoja, jotta mahdolliset ympäristövaikutukset tulisi minimoitua.  Pro-gradu 
tutkimuksen endofyytit oli eristetty Randriamanana ym. (2015) kokeesta ja tunnistettu 
morfologisen rakenteen perusteella. Kannat olivat kasvaneet hyvin korkeammassa 
lämpötilassa koealueella, vaikka yhtenä tutkimuksen tuloksena korkean lämpötilan havaittiin 
alentavan lehdissä esiintyvien endofyyttien määrää. 
Tutkimus- ja eristysmenetelmät ovat myös olennainen osa tulosten laadun varmistamiselle. 
Lehtien erityksissä käytettiin mukailtuja eristysohjeita (liite 2), joita on käytetty muissa 
tutkimuksissa (Cabral ym. 1993 ja Dobranic ym. 1995 Suryanarayanan ym.1998 mukaan). 
Lehtien steriloinnissa ja/tai kasvumaljojen käsittelyssä oli tullut kontaminaatioita muutamiin 
maljoihin, joten voi olla mahdollista, että endofyyttiympätyltä lehdeltä on puutteellisen 
välineiden steriloinnin seurauksena siirtynyt endofyyttisolukkoa muihin maljoihin (l. 
käsittelyihin, joissa ei endofyyttejä olisi pitänyt esiintyä). Myös muutamissa maljoissa oli 
bakteeri/homesieni kontaminaatio. Eristysmenetelmän tulee olla tietylle kasvisolukolle 
sopiva, sillä liian vähäinen sterilointi voi aiheuttaa epifyyttien eloonjäämisen, jolloin havaittu 
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kasvusto voikin olla solukon pinnalla elänyt esimerkiksi sieni tai bakteeri (Schulz ym. 1993, 
Santamaria & Diez 2005). Eri menetelmien kehittäminen herkemmille nuorille taimille voi 
olla paikallaan, sillä käyttämämme lehden sterilointimenetelmä on voinut olla liian voimakas 
herkimmille lehdille. Nuorten haavantaimien lehdet ovat ohuehkot ja hennommat kuin 
vanhemman kasvin, joka kestää vahvemman pintasolukon vuoksi tehokkaamman steriloinnin. 
Endofyyttien ymppäys-, lehtien sterilointi- ja endofyyttisienten kasvatuskoe oli suuntaa-
antava ja mielenkiintoinen koe nähdä ja kokea, kuinka ko. koemenetelmät toimivat 
haavantaimilla käyttämissämme koeolosuhteissa. 
Haapa tutkimuskasvina on hyvä suhteellisen pienen genomin (haploidi genomi 550 
miljoonaa emäsparia), nopeakasvuisuuden, biologisen tärkeyden ja monimuotoisuuden 
lisäämisen (pioneerilaji, avainlaji), taloudellisen merkityksen (käyttöpuu: rakentaminen, 
taloustavarat) ja laajan levinneisyysalueen vuoksi (Bradshaw & Settler 1993, Campbell 2008, 
Bradshaw ym. 2001, Gielen & Ceulemans 2001, Väre & Kiuru 2013, Mossberg ym. 2012).  
Endofyyttisienet ja muut mikrobit ovat myös mielenkiintoinen ja toistaiseksi melko 
tutkimaton tieteenhaara, jolla on valtavasti potentiaalia muun muassa lääketeollisuudessa. 
Jotkut mikrobit ovat osoittaneet vaikutuksena kasvien kasvuun ja metaboliaan, ne reagoivat 
yhdessä isäntäkasvinsa kanssa ilmastonmuutokseen (kohonnut hiilidioksidi) ja ne voivat 
tarjota meille aineenvaihdunnan sivutuotteillaan täysin uusia yhdisteitä, joita voimme käyttää 
ehkä elintarvike- tai lääketeollisuudessa (Clay 1988, Moubarak ym. 1993, Compant ym. 
2010b, Giauque & Hawkes 2013, Mousa & Raizada 2013, Carrillo ym. 2014). 
YHTEENVETO 
 
Kokeen ja sen tulosten perusteella endofyyttikäsittelyllä ei havaittu merkitsevää vaikutusta 
haavantaimien pituus-, eikä tyvipaksuuden kasvussa, eikä syntyneen biomassan määrässä, 
eikä hiilidioksidikäsittelyn havaittu vaikuttavan endofyyttien esiintymiseen haavan lehdillä. 
Kohotetun hiilidioksidin havaittiin lisäävän taimien kasvua ja biomassan määrää 
merkitsevästi.  Tehostuneen taimien kasvun lisäksi sukupuolten välillä havaittiin merkitsevät 
erot pituus- ja tyvikasvussa sekä biomassan määrissä. Emikasvit panostivat enemmän varren 
kasvuun, kun taas hedekasvit pituus- ja lehtibiomassan kasvattamiseen. Lisäksi merkitsevä 
ero havaittiin emikasvien kloonien alkuperien välillä, siten että Itä-Suomesta kootut taimet 
kasvoivat pituuskasvultaan ja biomassaltaan kookkaammiksi kuin Etelä-Suomesta kootut 
taimet.  
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SANASTO 
Appressorium/appressoria =  a flattened hypha of a parasitic fungus that penetrates the host 
tissue – lititstynyt sienirihma, jonka avulla sieni tunkeutuu solukon sisälle. Voi sisältää 
solukkoa hajottavia entsyymejä, jotka auttavat tunkeutumisessa (9.11.2015 
http://dictionary.reference.com/browse/appressorium) 
Ekto- = ulkopuolella (esim. ektofyyttinen sieni = solukon ulkopuolella elävä sieni) (Tirri ym. 
2001) 
Kaksitumavaihe = sienen elinkierron vaihe, jossa jokaisessa solussa on kaksi haploidista 
tumaa (Tirri ym. 2001) 
Kolonisaatio = lajin (populaation), ilmaantuminen uudelle alueelle tai uuteen  habitaattiin ja 
sen enemmän tai vähemmän pysyvä asuttaminen (Tirri ym. 2001) 
Polyfyleettinen = sanotaan ryhmästä, joka sisältää useita eri esi-isistä polveutuvia taksoneita, 
tai ryhmästä, jonka jäsenten yhteinen kantamuoto jää sen ulkopuolelle; polyphyletic (Tirri 
ym. 2001) 
Ritsosfääri (rhizosphere) = se tila maassa, jonka sisälle kasvin juuristo on levinnyt (Tirri ym. 
2001) 
Vermikuliitti = Savimineraali, jota voidaan käyttää muun muassa maanparannusaineena 
(Hyötykasviyhdistys 2015) 
Ymppäys= Mikrobiologiassa halutun bakteeri- tai sieniviljelmän lisäämistä elintarvikkeisiin 
tai muihin mikrobiologisiin sovelluksiin (Anon. 2014a) 
 
  
 
LIITTEET 
 
Liite 1. Kekkilän puutarhaturve 
 
Tyyppinimi Kalkittu ja lannoitettu maanparannusturve 
Raaka-aineet  Rahkaturve, maatuneisuus von Post H 2-4 
Karkeusaste  Keskikarkea, seulottu kiekkoseulalla 60*12 mm 
Irtotilavuus  85 l (pakkaushetkellä) 
Lisätyt aineet 10 kg/m
3
 magnesiumpitoista kalkkikivijauhetta (Mg-pitoisuus 5 %) ja 
1,2 kg/m
3
 turpeen peruslannoitetta NPK 12-9-18 + hivenravinteet 
Johtokyky  12 mS/m 
pH  6,2 
Typpi (N), vesiliukoinen 700 mg/kg ka (80 mg/l) 
Fosfori (P), liukoinen 400 mg/kg ka (40 mg/l) 
Kalium (K), liukoinen 1500 mg/kg ka (200 mg/l) 
Kosteus  50 % 
Tilavuuspaino  255 g/l 
 
Kuljetustilavuuden pienentämiseksi tuote on tiivistetty täryttämällä ja kevyesti puristamalla. 
Valmistaja / Tillverkare 
Kekkilä Oy, 
Porintie 623, 39660 Lapinneva 
Alkuperä- ja valmistusmaa / Yrsprungs- och tillverkningsland 
Suomi / Finland 
 
 
Liite 2. Lannoiteliuos Ingestadin (1962) mukaisesti. 
 
Lannoitteen kantaliuos: 
 NH4NO3 4.2 mg/L 
 NaH2PO4 3.9 mg/L 
 CaCl2 * H2O 44 g/L 
 MgSO4 * H2O 49.2 mg/L 
 KCl 33.5 mg/L 
 Mikroravinteet: 
o  FeCl3 * 6 H2O 1.4 g/L 
o MnCl2 * 4 H2O 0.18 g/L 
o H3BO3 0.29 g/L 
o ZnCl2 0.012 g/L 
o CuCl2 * 2 H2O 0.015 g/L 
o NaMoO4 * H2O 0.0022 g/L 
 
Kantaliuos laimennettiin 1:100 käyttöliuokseksi. 
 
 
 
  
 
 
Liite 3. Endofyyttisten sienten eristysohje  
Sieniendofyyttien eristysohje 
1. Valmista PDA (peruna-dekstroosi agar) kasvatusalusliuos 
2. Eristä endofyyttisienet lehdistä 
3. Tunnista, luokittele ja laske sienet (rakenneluokittelu) 
4. Valmista puhtaat eristykset 
5. Varastoi viljelyt 
 
PDA:n valmistaminen 
 
Punnitse yhden litran lasipulloon 39 g PDA:ta. Säädä tilavuus yhteen litraan lisäämällä deionisoitua 
vettä. Sekoita kunnolla. 
Autoklavoi kasvatusalusliuosta 121 °C 15 minuutin ajan ja säilytä 50 °C vesihauteessa ennen 
käyttöä.  
Kasvatusalusliuoksen viilennettyä (50 °C) sekoita hyvin ja kaada liuosta steriileille 9 cm 
halkaisijaltaan oleville kasvatusmaljoille (petrimalja). Kun liuos on jähmettynyt, sulje maljat alustan 
vastakappaleella (kapeampi kansiosa), pinoa maljat muovipussiin ja varastoi viileässä +4°C  
säilytyshuoneessa. Näin valmistetut kasvatusalustat säilyvät hyvinä noin kolmen kuukauden ajan. 
 
Endofyyttien eristys 
Valitse satunnaisesti 3-5 täysikasvuista lehteä. 
Varastoi lehdet viileässä ennen käsittelyä. 
Seuraavat vaiheet suoritetaan steriileissä olosuhteissa (laminaarikaapeissa). 
Inkuboi lehtiä jatkuvassa sekoituksessa 70 % etanolissa 5 sekunnin ajan, jonka jälkeen siirrä lehti 2 
% natrium-hypokloriittiin (NaOCl) 4 minuutiksi edelleen sekoittaen liuosta, jonka jälkeen tislattuun 
veteen 10 sekuntiksi kaksi kertaa. 
Vaihda puhdistusliuokset tarvittaessa. 
Leikkaa lehti kuuteen 1 cm
2 
osaan. 
Siirrä lehden 6 leikattua 1 cm
2 
palasta jähmettyneelle PDA-alustalle. 
Tässä vaiheessa voidaan lisätä penisilliiniä (20000–50000 yksikköä/L) tai streptomysiiniä (40 
mg/L) antibakteerisena aineena. 
Sulje kasvatusalustat kannella ja lisäksi parafilmillä. 
Inkuboi alustoja 26 °C. 
 
 
 
